Электронно-микроскопическое исследование структуры розеткоподобных нуклеопротеидных комплексов, выделенных из клеток Escherichia coli by Киселева, Е.В. et al.
Клеточная 
биология 
УДК 576.316.343 
ЭЛЕКТРОННО-МИКРОСКОПИЧЕСКОЕ 
ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
РОЗЕТКОПОДОБНЫХ НУКЛЕОПРОТЕИДНЫХ КОМПЛЕКСОВ, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ КЛЕТОК ESCHERICHIA COLI 
Ε. В. Киселева, Е. В. Лихошвай, Н. Б. Христолюбова, 
Н. В. Воробьева, Н. А. Сердюкова, А. Г. Ромащенко 
Введение. Реализация генетических процессов, таких, как транскрип-
ция, репликация, рекомбинация у про- и эукариот, находится в пря-
мой зависимости от конформационного состояния молекул Д Н К [1, 2]. 
Современные электронно-микроскопические методы открывают широкие 
возможности для изучения особенностей пространственной организации 
и укладки Д Н К в геноме различных организмов. При этом большое 
значение приобретают условия выделения генетического материала из 
клеток и методы приготовления электронно-микроскопических препара-
тов, от которых зависит возможность выявления дополнительных уров-
ней компактизации ДНК. Проведенные к настоящему времени исследо-
вания структуры бактериального нуклеоида дали возможность выявить 
в его составе два уровня организации ДНК: наличие крупных петель 
(доменов) размером 30 мкм и нуклеосомоподобных частиц, которые 
аналогичны уровням укладки Д Н К в составе эукариотической хромосо-
мы [3]. 
Использование мягких условий выделения генетического материа-
ла из клеток Е. coli позволило нам обнаружить в обогащенной вне-
хромосомными элементами фракции наряду с линейными и кольцевыми 
молекулами многочисленные розеткоподобные структуры диаметром око-
ло 1 мкм [4], которые по морфологии и размерам близки к розеткам, 
описанным в работах по анализу структуры Д Н К фагов, вирусов [5, 6], 
а также митохондрий [7] и хромосом эукариот [8]. 
В настоящей работе для анализа природы факторов, участвующих 
в формировании обнаруженных у бактерий розеткоподобных комплек-
сов, изучали действие различных ферментов на их структуру. 
Материалы и методы. Исследуемую фракцию, содержащую многочисленные вне-
хромосомные элементы и фрагменты бактериальной хромосомы, получали методом сту-
пенчатого центрифугирования лизата сферопластов Е. coli после их разрушения слабым 
осмотическим шоком под действием 0,02 Μ трис-HCl, рН 8,1 [4]. 
Обработку образцов ДНКазой («Sigma», США; 0,01—1 мг/мл) проводили в при-
сутствии 0,02 Μ MgS0 4 и 0,02 Μ трис-HCl, рН 8,1, в течение 10 и 30 мин при 0 °С [9]. 
Реакцию останавливали добавлением 0,02 Μ ЭДТА. Обработку фосфолипазой С («Sig-
ma», США; 1 мг/мл) вели по модифицированному методу [10] в присутствии 0,02 Μ 
дитиотреитола, поливинилсульфата (0,2 мг/мл), 0,001 Μ ЭДТА и 0,02 Μ трис-НСІ, 
рН 8,1, в течение 15 и 30 мин при 37 °С. Обработку предварительно прогретой в течение 
15 мин при 100 °С панкреатической РНКазой («Sigma», США; 0,01—1 мг/мл) осуществ-
ляли в растворе, содержащем 0,02 Μ ЭДТА и 0,02 Μ трис-НСІ, рН 8,1, в течение 15 и 
30 мин при 37 °С. Реакцию останавливали охлаждением реакционной смеси до 0 °С [11]. 
Обработку предварительно выдержанной 15 мин при 60 °С проназой («Sigma», США; 
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0,1—2 мг/мл) проводили в присутствии 0,2 %-ного DS-Na, 0,02 Μ ЭДТА и 0,02 Μ трис-
НС1, рН 8,1, в течение 15 мин и 1 ч при 37 °С [12]. Для контроля исследуемую фракцию 
инкубировали в течение 15 и 30 мин при 37 °С в среде, содержащей 0,02 Μ ЭДТА и 
0,02 Μ трис-HCl, рН 8,1. 
Приготовленные по методу [13] электронно-микроскопические препараты контра-
стировали ураниладетатом или оттеняли платиной — палладием и просматривали в мик-
роскопе JEM-100C (Япония). Измерение длины молекул проводили с помощью курви-
метра на увеличенных фотографиях. 
Результаты и обсуждение. Наиболее типичные розетки (рис. 1, а) 
представляют собой релаксированные формы молекул ДНК, содержа-
щие центральную электронно-плотную глобулу (30—60 нм в диаметре) 
и радиально расходящиеся от нее петли. Средняя контурная длина 
петли составляет 1,06+0,41 мкм, а число петель достигает в сред-
нем 15,3+6,7. Кроме отдельно лежащих розеток, встречаются крупные 
их скопления (от 2 до 10 и более), связанные между собой нитями 
ДНК. Проведенный анализ показал, что к внехромосомным элементам 
Е. coli можно отнести отдельные и связанные розетки, не содержащие 
свободных концов ДНК. При этом контурная длина Д Н К в некоторых 
розетках совпадает с длиной плазмид, описанных для данного штамма 
бактерий [14]. Крупные скопления связанных розеток являются, веро-
ятно, фрагментами бактериальной хромосомы. О присутствии розетко-
подобиого уровня укладки ДНК в составе бактериальной хромосомы 
сообщалось нами ранее [15], косвенные данные об этом имеются и у 
других авторов [16, 17]. 
Показано также, что материал бактериального нуклеоида можно 
выделить в виде компактных глобул диаметром около 100 нм [18], 
сходных с хромомерами эукариот [8]. Нами было установлено, что 
эти глобулы превращаются в розеткоподобные структуры Д Н К при уве-
личении времени инкубации или гомогенизации материала [15]. Можно 
предположить, что петли розеток в составе хромомероподобных глобул 
упаковываются с помощью нуклеосомоподобных структур, однако вы-
явить их в составе розеток нам не удалось, вероятно, из-за высокой не-
стабильности этих структур в хроматине бактерий [19]. 
Контрольные эксперименты показали, что морфология розеток со-
храняется после 15 и 30 мин инкубации материала в буферном раство-
ре, содержащем ЭДТА, однако в их составе появляется небольшое ко-
личество петель с контурной длиной ДНК 2—3 мкм. 
При обработке образцов ДНКазой (0,05 мг/мл) в течение 15 мин 
регистрируется образование разрывов в петлях розеток (рис. 1, б). 
При концентрации фермента 1 мг/мл и времени инкубации 30 мин на 
препаратах наблюдаются только мелкие фрагменты Д Н К размером око-
ло 0,1 мкм. В то же время центральные глобулы розеток практически 
не изменяются и сохраняют свои размеры, что свидетельствует о нали-
чии в их составе компонентов, устойчивых к действию фермента. 
Под действием фосфолипазы в структуре розеток появляются круп-
ные петли с контурной длиной Д Н К до 3—5 мкм и уменьшается чис-
ло петель. Одновременно регистрируется увеличение размеров цент-
ральных глобул (рис. Ι , β ) , что происходит, вероятно, за счет связы-
вания и накопления фермента в этих участках и допускает возможность 
присутствия липидов в центральной области розеток. Известно, что 
нуклеоид бактерий содержит до 1 % липидов, которые, очевидно, обе-
спечивают прикрепление нуклеопротеидных комплексов к плазматиче-
ской мембране бактерий при репликации. 
Обработка образцов РНКазой (0,01 мг/мл) вызывает увеличение 
диаметра розеток за счет появления в их составе крупных петель дли-
ной 3—5 мкм. Повышение концентрации фермента до 0,05 мг/мл при-
водит к разрыхлению центральных электронно-плотных глобул 
(рис. 1, г) и дальнейшему увеличению контурной длины петель в розет-
ках. При концентрации РНКазы ОД мг/мл вместо розеток на препара-
тах наблюдаются одиночные и связанные клубки диаметром до 10 мкм, 
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Рис. 1. Розеткоподобыое строение нуклеопротеидных комплексов, выделенных из лизата 
бактериальных клеток (а), и изменение их морфологии под действием ДНКазы (б), 
фосфолипазы (б) и РНКазы (г) 
Fig. 1. Rosette-like structure of nucleoproteid complexes isolated from bacterial cell ly-
sate (a) and the change in their morphology under the influence of DNAse (6), phospho»-
lipase (в) and RNAase (г) 
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состоящие из перепутанных нитей Д Н К . Сходные изменения были опи-
саны при анализе действия Р Н К а з ы на розетки в составе Д Н К мито-
хондрий [7], хотя они не наблюдались при изучении метафазных хро-
мосом и интерфазного хроматина эукариот [8, 20]. 
В структурной организации различных генетических элементов ве-
дущую роль играют белки [21]. Наши данные показали, что депро-
теинизация вызывает наиболее существенные изменения в структуре ро-
зеток. Инкубация материала с проназой (0,1 мг/мл) приводит к умень-
шению диаметра центральных глобул до 10—15 нм и увеличению кон-
турной длины петель розеток до 5—10 мкм (рис. 2, а ) . С повышением 
концентрации проназы и увеличением времени инкубации материала 
центральные глобулы в розетках исчезают полностью. На препаратах 
появляются перекрученные клубки нитей Д Н К (рис. 2, б), а также 
протяженные, организованные в виде спиралей кольцевые и петлевые 
молекулы Д Н К (рис. 2, в). При концентрации проназы 2 мг/мл на пре-
паратах появляется большое количество полностью расправленных 
кольцевых и петлевых молекул Д Н К с контурной длиной от 17—20 до 
300 мкм и более (рис. 2, г). 
Уложенные по спирали молекулы Д Н К были описаны ранее при де-
протеинизации складчатой структуры бактериальной хромосомы, со-
держащей петли длиной 30 мкм [17]. Это позволяет предположить, что 
в основе образования как крупной складчатой структуры бактериаль-
ной хромосомы, так и наблюдаемых нами розеток (диаметром 1 мкм) 
лежат сходные механизмы упаковки молекул Д Н К . 
Таким образом, полученные данные показали, что в организации 
розеткоподобной укладки Д Н К Е. colt участвуют рибонуклеопротеиды 
и, возможно, липиды. В настоящее время в стабилизации высших над-
нуклеосомных уровней укладки Д Н К в хромосомах про- и эукариот 
большая роль отводится низкомолекулярным прочно связанным с Д Н К 
белкам [22] и долгоживущим низкомолекулярным Р Н К [23], выделен-
ным из клеток различных организмов. 
Обнаруженные нами розетки по морфологии и размерам сходны 
со структурами, описанными при анализе Д Н К митохондрий [7], ми-
нихромосом [24], метафазных хромосом и интерфазного хроматина эу-
кариот [8, 20], а также вирусов и фагов [5, 6], на основании чего мож-
но заключить, что они отражают универсальный принцип упаковки Д Н К 
в составе различных генетических элементов. 
Рассматривая вопрос о механизме образования розеток следует 
отметить, что стабилизация различных уровней упаковки Д Н К в со-
ставе генетических элементов может обеспечиваться не только взаимо-
действием Д Н К с другими видами макромолекул (РНК, белками, липи-
дами) , но и силами внутримолекулярного взаимодействия комплемен-
тарных участков Д Н К . Присутствие в исследуемой нами фракции 
большого количества складчатых форм Д Н К , содержащих регулярно 
расположенные петли, позволяет предположить возможность существо-
вания внутренней периодичности в молекулярной структуре Д Н К . И хо-
тя прямых доказательств этому еще не получено, в пользу такого пред-
положения могут свидетельствовать результаты обработки хроматина 
бактерий микрококковой нуклеазой [25], показавшие его распад на 
короткие фрагменты Д Н К размером около 2400 нуклеотидных пар 
(0,8 мкм), что близко к контурной длине петель в составе розеток. При 
этом участки, чувствительные к нуклеазе, располагаются, .очевидно, в 
основании петель розеток и обогащены АТ-последовательностями, по-
скольку известно, что фермент предпочитает именно эти области 
Д Н К [26]. 
Имеются данные, что локальное изменение конформации Д Н К в 
местах изгибов может служить сигналом при связывании белков с Д Н К 
[27]. Эти факты в совокупности с тем, что петли розеток по контурной 
длине Д Н К близки к среднему размеру гена у прокариот, позволяют 
предположить, что центральные области розеток содержат регулятор-
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Рис. 2. Последовательные этапы изменения розсткоподобных структур под действием 
проназы: а — уменьшение диаметра центральной глобулы и увеличение контурной длины 
петель в составе розеток; б, в — складчатые и спиралевидные формы ДНК при разво-
рачивании розеток; г — кольцевая молекула ДНК, образовавшаяся в результате пол-
ного расплавления петель розетки 
Fig. 2. Successive stages of the change of rosette-like structures under the influence of 
pronase: a — diminution of the central globule diameter and increase of the contour length 
of loops in rosettes; б, в— folding and coiled forms of DNA during unfolding of rosettes; 
г — circular DNA molecule formed as a result of the complete unfolding of rosette loops 
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ные участки Д Н К , а петли представляют транскрибируемые части ге-
нома. В таком случае складывание Д Н К в виде розеток может пред-
ставлять не только эффективный способ упаковки генетического мате-
риала, но и иметь связь с регуляцией важнейших генетических 
процессов. 
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S u m m a r y 
The structure of rosette-like DNA complexes is described in the material isolated by means 
of a mild technique from the bacterial cell lysate. DNAse treatment is shown to lead to 
ruptures in the rosettes' loops. Phospholipase and RNAse destroy the bonds between loops 
in the central region of rosettes, due to which the contour length of the loops increases 
considerably. Pronase induces a diminution of the diameter of central electron-dense glo-
bules, that leads to a gradual unfolding of rosettes to form the circular and loop-like 
structures. This evidences for participation of ribonucleoproteins and, possibly, lipids in 
the formation of rosette-like DNA packing which may be connected with the functional 
organization of the prokaryotic genome. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ СИНТЕЗИРУЕМОГО IN VITRO КАЗЕИНА 
С ИСКУССТВЕННЫМИ ФОСФОЛИПИДНЫМИ ВЕЗИКУЛАМИ 
Д. И. Балков, А. Э. Рачков, Л. И. Колчинская, 
Η. Ф. Стародуб, А. В. Ельская, В. К. Лишко 
Введение. Биогенез мембранных и секретируемых белков характери-
зуется рядом особенностей, в том числе синтезом на мембраносвязан-
ных полисомах и наличием в незрелых полипептидах N-концевой 
«сигнальной» («лидерной») последовательности. Встраивание и секре-
ция их осуществляется, по-видимому, ко-трансляционно [1—6]. Этот 
процесс включает связывание с эндоплазматическим ретикулумом ри-
босом, синтезирующих секреторный или мембранный полипептид, транс-
локацию его через липидный бислой и процессинг путем удаления 
сигнального пептида [4—7]. Существует мнение, что для связывания 
комплекса рибосома — растущий полипептид с мембраной и трансло-
кации синтезирующегося белка необходимо наличие особого мембран-
ного рецептора [8, 9]. Другие исследователи полагают, что ведущая 
роль в этом процессе принадлежит липидному бислою мембраны [10— 
12]. Д л я изучения трансмембранного переноса белков весьма плодо-
творным является использование моделей на основе реконструирован-
ных систем биосинтеза белка, содержащих липосомы с заданными ха-
рактеристиками (внутренний объем, липидный состав и т. д.). 
В настоящей работе рассматривается вопрос о возможности вклю-
чения в липосомы эукариотических белков в процессе их синтеза в 
бесклеточной белоксинтезирующей системе из зародышей пшеницы. 
Для этого использовали поли (А)+РНК из лактирующей молочной же-
лезы, кодирующую преимущественно секреторный белок казеин, и по-
ли (A) + PHK из лизата ретикулоцитов, кодирующую несекреторный бе-
лок глобин. 
Материалы и методы. Тотальную РНК из молочной железы коров получали по мо-
дифицированному методу [13]; Р Н К из ретикулоцитов кролика — согласно [14]. 
Поли (А)+РНК выделяли из суммарных препаратов Р Н К по методу, описанному ра-
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